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るとされている。 Parotin は化学的には分子量 130， 000の糖蛋白質であるが，最近青沼らはラウリル
硫酸ナトリウム存在下Parotin が解離を起こし，低分子化することを認め，唾液腺ホルモン活性を有
する Parotin-Subunit (Subunit) を単離することに成功した。
著者はガストリン，成長ホルモンなど多くのペプチドホルモンにおいてその生理活性発現には全構
造を必要とせず，いわゆる活性フラグメントが存在することに着目し，唾液腺ホルモンの活性本体を
化学的に究明する目的で Subunit の trypsin 加水分解を行ない検討を加えた。その結果，家兎血清カ







唾液腺ホルモン活性フラグメントの存在の有無を検索する目的で， Subunit の trypsin 加水分解後
Sephadex G-25 により分画した 8 個の分画の Ca効力，白血球効力および免疫活性を測定した。その
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結果最初に溶出される Fr.A がCa効力，白血球効力および免疫活性のすべての生物学的効力を有する
ことを認めたので，以後この分画について精製を行なった。すなわち Fr.A を Sephadex G-50~~よび
QAE-Sephadex A-25により分画し， Table 1 に示すように活性を有し， SDS四ゲル電気泳動なら
びにディスク電気泳動的に単ーな Fr. AA-l を単離することに成功した。
Table 1 Biological Activities of Fr. AA-1 
Ca decreasing activity (%)ω7.34 
Leucocyte increasing activityal + 
Immunological activity 削 1600
a) dose : 20μg/kg ， i. v. 
b) relative activity in weight to weight when activity of 
Parotin-Subunit referred as 100 in radioimmunoassay 
第二章 活性フラグメントの一次構造
蛋白質の構造解析の進歩に伴ない，現在までに数多くのペプチドホルモンのアミノ酸配列が明らか
にされているが，この Fr. AA-l の化学的本体を明らかにする目的でアミノ酸配列分析を行なった。
まず Weber らの方法による SDS- ゲル電気泳動により分子量を測定し， Fr.AA-l の分子量は 9， 100
であることを認めた。次いでアミノ酸組成を決定した後， dansyl-Edman法および、carboxypeptidase
法により末端アミノ酸配列分析を行なった。その結果Table n に示すように N末端部分はLeu-Tyrｭ
Ile-Leu-Tyr-Phe-Phe-G Ixーであり， C 末端部分はーIle-Val-Leu-Leu-Lysであることを認めた。




Amino acid sequence and composition 
Fr. AA-1 58 
1 8 
Leu-Tyr-Ile-Leu-Tyr-Phe-Phe-Glxｭ
--, ーー? 一一F 一一" -ー， 一一" ---, ----" 
Asp(7), Ala(3), Leu(3), 
Thr(3), Val (2), Lys(4), 
Ser(2), Met(l), Arg( 2), 
Glu(12), Ile (1), Trp(2), 
G ly(2), carbohydrate (14.3%) 
日国
-Ile-Val-Leu-Leu-Lys 
司一一 司ー・・・ 司Z-ー 司.-- ..,.-
次にこの Fr. AA-l の全アミメ酸配列を決定する目的で最初の断片化として Fr. AA-l に Met が 1 残
基含まれることから BrCN分解を行なった。すなわち Gross らの方法に準じ Fr. AA-l を BrCN分解
後 Sephadex G-50 により精製し， Table III に示すように得られた 2 個のBrCN フラグメントの末端
アミノ酸配列をそれぞれ決定した。さらに各フラグメントについて Kistlerらの方法に準じ thermolysin
で加水分解し， Sephadex G-15 , Sephadex G-25 およびペプチドマップなどの方法により精製を行




T瀉le m Sequence Analyses of AA-l-l and AA-1-2 






















・圃圃圃噌. -圃圃・司， ・ーーー.. -園田園'9 回目・・司' ι 
lMX{3) , Thr{l} , GlX{5) , I 
Gly(1) ,Lys(2) ,Trp(2) J 
52 58 
-Thr-Ala-工le-Val-Leu-Leu-Lys
-圃- 司F・・・・ ・F・・・・ ，圃園田 ・F・-- 守・・・・ー
1 8 
Leu-Tyr-Ile-Leu-~y~-堕e-Ph竺-Glx­
・・・・圃， ・a・・.. ・・阻圃.. ・・・a・... --圃ーーー， ーーーー.. --可，
iASX{3) , sedl) , Glx(5} , val(2} , I 
Gly(l) ,Lys(2} ,Arg(1) J 
24 32 
-Glu-Glu-Arg-Ile-Thr-Ala-Leu-Leu-Hs~ 
-・・圃・ 司F・圃圃・ ・-ーー 司-ー ・田園圃・・ ・圃・・・・ 司F・・・・ - ・ー-
Table N Amino Acid Sequence of AA-l-l 
33 35 40 44 





45 50 55 58 
Gly ， Lys ， Glx ， Asx ， Thr ， Asx ， Asx) 巳王ー位三ー己主目立とー己r己とー弘三











順次アミノ酸配列分析し， Table 町および Table V に示すように各thermolysin フラグメントのア
ミノ酸配列を決定した。また糖成分結合部位については糖成分含有thermolysin フラグメントのアミ
ノ酸配列分析結果と， Fr.AA-l を直接pronase 分解することにより得た糖成分結合部分のアミノ酸
分析結果から決定した。このようにして得られた結果を総合し， Fr.AA-l の全アミノ酸配列を Fig.
1 に示すように決定した。
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Table V Amino Acid Sequence of AA-1-2 
1 5 10 16 












17 20 25 30 32 











1 10 12 
Leu-Tyr-I1e-Leu-Tyr-Phe-Phe-G1n-Ser-Asp四Asn-G1u-
+T-5-d-ー←-ー










25 30 ・ I 36 
Glu-Arg-I1e-Thr-Ala-Leu-Leu-Met-Asn-G1y-Ser-Ala-
一長唱~T-5-e" 守ー令←.... 令T-5-f" ←-T-1-2-c~ ←ー'
• T-5-a T-2-a 
T-5-c 





49 50 58 
Thr-Asp-Asp-Thr-A1a-Ile-Val-Leu-Leu-Lys 
ーーーーー--------t ←ーーT-2-bー→ 守一ーT-2-e--'
-T-1-2-b--.. ←→←令←→←→， t 
T-2-a T-2-c T-2-f 
T-2-d T-2-d 
Fig.l Amino Acid Sequence of Fr. AA-l 
The various peptides and amino acids are indicated by double-headed arrows. 
? ?Aιτ つ臼
第三章 活性フラグメントの全身オートラジオグラフィー
アミノ酸配列が明らかになった活性フラグメント Fr. AA-l と Subunitの作用および代謝を比較検
討する目的で，日11 により標識した後マウスにおける全身オートラジオグラフイーを行なったO まず





に血中濃度と同程度あるいは高い放射活性の分布を認めた。 活性フラグメント Fr. AA-l についても
Fig.3 に示すように，投与後20分において Subunit と同様に骨組織および歯髄に高い放射活性の分布
を認め，投与後60分においても椎骨などの骨組織に血中濃度より高い放射活性の分布を認めた。この
ような骨組織および歯髄における放射活性の分布はカルシウム代謝に関与する他のペプチドホルモン
の成長ホルモン，カルシトニンあるいはヨウ素などにおいては見られず， Subunit および Fr.AA-l


































Fig.2 Whole-body Autoradiograms of Male Mice Injected with 131I-Parotin-Subunit 
a) 20 min after injection 






















Ur工ne. 三 gland 
b) 
Blood heart 
Fig.3 Whole-body Autoradiograms of Male Mice Injected with 131I-Fr.AA-l 
a) 20 min after injection 




Fr. AA-l の enzyme immunoassay 第四章
さらにこのものがマウスにおける全身前章までにおいて Fr. AA-l のアミノ酸配列を明らかにし，
オートラジオグラフィーにおいて唾液腺ホルモンの特異性を示すことを明らかにしてきたが，本章で
はこのFr.AA-l を唾液腺ホルモンの定量法としての immunoassay に応用することについて検討を加
えた。方法は標識酵素として horseradish peroxidase (HRPO) を用いた enzyme immunoassay で，
Nakane らの方法に従い調製したHRPO-Fr. AA-l結合物と抗Subunit モルモ、y ト)'-グロプリンを
遠心分離後沈殿に残る酵素活Sepharose 4 B に結合させたものを用い， 250C で36時間反応を行ない，
性を測定することにより行なった。その結果感度は1O-.12g/200μ| で，正常および唾液腺摘出処理を行な
Fig.4 に示すようにラット正常血清中には血清 lmeったラット血清中 Fr. AA-l量を測定したところ，
に平均O.16ngの Fr.AA-l が含まれるのに対して，唾液腺摘出群では著減していることを確認した。














































白血球効力および免疫活性を示す活性フラグメン1) Subunit の trypsin 加水分解物中より Ca効力，
ト Fr. AA-l の単離に成功した。
このものペプチドマップなどの方法で構造解析し，thermolys in 分解，2) Fr. AA-l を BrCN 分解，
の全アミノ酸配列を明らかにした。
3) 131I-Subunit および、 131I-Fr. AA-l がマウスにおける全身オートラジオグラフィーにおいて椎骨
この方法が唾液腺ホルモンの特異性決定などの骨組織および歯髄に特異的に分布することを認め，
に使用し得ることを言忍めた。
4 )唾液腺ホルモンの定量法として Fr.AA-l の enzyme immunoassay を確立した。
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輸文の審査結果の要旨
唾液腺ホルモンパロチン Subunit の trypsin 加水分解物中より Ca効力，白血球効力および免疫活性
を示す活性フラグメント Fr. AA-l の単離に成功し，このものの全アミノ酸配列を明らかにした。また，
マウスにおける全身オートラジオグラフィーにおいて椎骨および歯髄にパロチンが特異的に分布する
ことを認め，この方法が唾液腺ホルモンの特異性決定に使用し得ることを詫めた。さらにこの構造の
確立した物質を用い，その enzyme immunoassay を行なったO よって薬学博士の論文として価値ある
ものと 3忍める。
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